RK-4CTMCE080601

PAPP-A [12%]] IRMA készlet

(REF: RK-4CT)

A PAPP-A [125I] IRMA készlet human
szérum pregnancy-associated plasma protein
A (PAPP-A) tartalmanak in vitro direkt
meghatarozasara szolgal, a 0 — 45 pg/ml
mérési  tartomanyban. A készlet 100
meghatarozasra elegendd reagenst tartalmaz,
amellyel két parhuzamos mérés esetén 42
minta PAPP-A koncentraciéja hatarozhato
meg.

Bevezetés

A PAPP-A (pregnancy-associated plasma
protein-A) a placenta altal termelt nagy
molekulasulya glikoprotein. Biologiai
funkcidja nem teljesen ismert, kimutattadk
proteolitikus és immun-szabalyz6 hatdsat.

A PAPP-A szérum koncentracidja az anyai
vérben emelkedik a terhesség
elérehaladasaval. Mas paraméterek
figyelembevételével egyiitt (szabad BhCG
koncentraci6, magzati ultrahang, anyai
¢életkor) a PAPP-A meghatarozas hasznalhato
a Down kor és mas  genetikai
rendellenességek kockazat-megallapitasara a
terhesség elsé trimeszterében. A 0,5 MOM
(multiple of median) alatti PAPP-A értékek
kérosnak tekintheték, azonban a mérési
eredmény egymagaban nem diagnosztikai
értékli. A szamitogépes kiértékeléshez egy
megfeleld, e célra validalt szoftver sziikséges.
Minden laboratériumnak meg kell allapitani a
sajat MOM értékeit.

A mérés elve

A mérdkészlet a szilard fazisu
immunoradiometrikus assay (IRMA)
miikodési elvét alkalmazza. Ehhez két olyan
monoklonalis antitest sziikséges, amelyek a
molekula két kiilonb6z6 epitopjat ismerik fel.
A két antitest egyike radiojoddal jelzett (jelzo
antitest), a masikuk jel6letlen (Gn. "capture"
antitest).

A Dbevont csoves rendszerek  jelen
véltozatadban az antigénnek a két antitesttel
kialakult  immunkomplexe  ("szendvics")
reaktiv kémcs6 feliiletén mint szilard fazison
kotédik meg. A két Oras reakcioiddt kovetden
a reakcidelegyet a kémcs6bdl kiontjiik, és
pufferes mosas utan gamma-szamlaloval
mérjiik a radioaktivitast. A kémcsovekben
mért radioaktivitds egyenesen aranyos a
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értékei  alapjan  szerkesztett  kalibracios
g0rbérdl az ismeretlen mintak koncentracioit
kotési értékeik alapjan visszaolvassuk.

A készlet tartalma

1. 1 flakon 'I-TRACER (21 ml), pufferes
oldat radioaktivitasa <740kBq, 0,1 %
natrium-azidot tartalmaz.

2. 6 tiveg STANDARD (6 x 0,4 ml), 0,1 %
Kathon CG tartésitoval. Koncentracidjuk (S1
-S6):0,0.45,1.35,4.5, 13.5, 45 pg/ml.

(1 IU/N1=4.5 pg/ml).

3.2 iiveg ELLENORZO SZERUM (2x0,4 ml)
0,1 % Kathon CG tartositoval.
bizonylat tartalmazza.

4. 2 doboz BEVONT CSO (2x50 db), 12x75
mm-es szabvany RIA kémcs6, zart milanyag
dobozban.

5. 1 iiveg MOSOPUFFER KONCENTRATUM
(20 ml) 0,1 % natrium-azid tartdsitoval, 700
ml desztillalt vizzel higitando.

1 db Mindségellendrzési bizonylat
1 db Hasznalati utasitas

A készlet felhasznalasahoz
sziikséges anyagok és eszk6zok

Kémcsotarto, rugalmas kémcsorogzitd
kiképzésben; pipettak (0,01, 0,2 és 2 ml
térfogatra, eldobhaté milanyag hegyekkel);
razogép, kémcsézar6  mianyag  folia;
papirvatta vagy itatospapir; gamma-szamlalo.

Ajanlott:

Sorozat-adagolo (ismétlo) pipetta;
folyadékiiveges leosztd (diszpenzer), 1 literes
folyadékedénnyel, 2 ml adagolasi térfogatra.

A mérendd mintak gyiijtése és
tarolasa

Amennyiben a PAPP-A meghatarozas a
mintavételt kovetd 1-2  napon  beliil
megtorténik, a mintdkat 2-8°C -on, késobbi
felhasznalds esetén —20°C-on mélyhiitve
tartjuk. A fagyasztott mintdkat hagyjuk
felolvadni, ¢és felhasznalas el6tt alaposan
homogenizaljuk. Keriiljik az ismételt
visszafagyasztast.

Lipémias, hemolizalt, vagy mas szempontbodl
rendellenes szérumot ne hasznaljunk mérésre.

A reagensek el6készitése, tarolasa

A mosooldat koncentratumot Ontsiik hozza

700 ml desztillalt vizhez. A higitott
mosooldatot 2-8°C -on taroljuk a készlet
lejarataig.

A készlet tobbi komponense az elsé felnyitast
kovetden 2—8°C -on tarolhato a készlet lejarati
idején belill. A pontos lejarati id6 a kisérd
bizonylaton és a dobozcimkén van feltiintetve.

A meghatarozas menete
(ld. Folyamatabra, 1. Tabldzat)

5. Adjunk minden cs6hdéz 2 ml
mosopuffert, majd a csétartot fejjel
lefelé¢ forditva, egyetlen hatarozott,
gyors mozdulattal Ontsik le a
feliiluszot, majd a tartot valtozatlan
helyzetben (visszaforditas nélkiil!)
tegylik papirvattara 2 percig.

6. Ismételjik meg a mosasi Iépést
kétszer, az 5. pontnak megfelelden.

7. Meérjiik meg a csovek radioaktivitasat
gamma-szamlaloval és szamitsuk ki
az eredményeket az alabbiak szerint.

1. Téblazat: Folyamatabra, pipettazasi kalauz
(térfogatok mikroliterben)

T S1-S6 | Ell szérum | Minta
Standard 10
Ell. szérum 10
Minta 10
Tracer 200 200 200 200

Kevertetés, 2 6ra szobahOmérsékleten

Mosépuffer | [ 2000 [ 2000 | 2000

Folyadék ledntése, szaritas itatds papiron

Mosopuffer | 12000 | 2000 | 2000

Folyadék ledntése, szaritas itatds papiron

Mosépuffer | [ 2000 [ 2000 | 2000

Folyadék ledntése, szaritas itatds papiron

Radioaktivitds mérés (min. 60 sec/cs6)

Adatfeldolgozas

1. Jeloljink meg két —két csovet: Gsszes
beiitésszam (T), standard (S1-S6),
ellendrzé szérum (C1-C2);
vizsgaland6 mintak (M).

2. Mérjiink 10 pL. STANDARDot, ill.
ELLENORZO  SZERUMot,  és
szérummintat a megfeleld csdvekbe.

3. Mérjink minden csébe 200 pL
TRACER oldatot.
4. Helyezzik a csoveket rogzitds

kémcesétartd allvanyba. Allitsuk be a
sebességet ugy, hogy a folyadék
valamennyi kémcsOben mozgasban
legyen. Kevertessiik 2 oran at
szobahdmérsékleten.

Az eredmények szamitasa

A szamitas menetét jellemzé mérési adatokkal
szemléltetjiik. A kapott szamadatoknak és a
kalibracios gorbének hasonlitaniuk kell a 2.
tablazathoz, illetve az 1. abrahoz.

Szamitsuk ki a parhuzamos csovek
beiitésszamainak (cpm) kdzépértékeét.
Log-log papiron &brazoljuk a standard

koncentraciokhoz tartozo atlag cpm értékeket.
Olvassuk le a mérendd mintak koncentracioit
a standard gorbér6l az atlag cpm értékek
alapjan.

Egyes  adat-kiértékelésekhez, rendszerint
mindségellendrzési célbol, sziikség lehet a
specifikus kotési értékekre. Erre a B/T értékek
hasznalhatok, amelyek szamitdsahoz a
standardok, illetve mintdk NSB-vel (azaz az
S1 beiitésszamaval) korrigalt értékeit osztjuk
a total aktivitassal az alabbi egyenlet szerint:

S2-6/C/Mx (cpm) —S1(cpm)

B/T (%) = o X
cpm

Egy jellegzetes mérési adatsort foglal 6ssze a
2. tablazat, mig az 1. abra egy jellemz6
standard gorbét mutat.

A korszer(i mérékésziilékek lehetévé teszik a
radioaktivitas-mérést kovetd azonnali ("on-
line") szamitogépes adatfeldolgozast is. A
sokféle feldolgozd program kozil jelen
készitményhez specialisan immunometrikus
assay-re kifejlesztett spline illesztd program
hasznalatat javasoljuk. Ugyeljiink arra, hogy
vannak olyan kiértékel6 programok, amelyek
a O-standard ¢és az els6 standard kozott is
interpolalnak, de a szamitott koncentraciok
koziil csak azok tekinthet6k valdsnak,
amelyek értéke magasabb, mint a mérés
statisztikailag meghatarozott kimutatasi hatara
(1d. érzékenység).




) Pontossag
2. Tablazat Jellemz6 mérési eredmények Az intra-assay pontossagot 15 parhuzamossal
Csovek | Belités-szam | Atlag B/T% egy sorozaton beliil, az inter-assay
cpm cpm pontossagot 2 parhuzamossal, 22 filiggetlen
T 324642 327532 - mérésben értékelve, 7 mintara az alabbi
330422 adatokat kaptuk.
S1 73 87 0,03
101 ’ Intra-assay Inter-assay
S2 2564 atlag o atlag o
2627 2564 0,76 (ug/ml) CV % (ug/ml) CV %
S3 7583 6,57 6,20 6,75 2,80
7485 2,26 2 > > >
7386 12,31 1,68 12,74 2,73
sS4 25131 2a6sa | 750 1,91 4,07 1,82 3,07
24176 4,11 4,69 4,04 2,98
S5 71400 70490 21,55 7,04 4,12 6,96 3,84
69580 15,06 4,51 15,53 3,82
86 178872 27,47 3,49 27,43 2,88
180902 179887 54,90
Cl 35452 Vérhato referens tartomany
37484 36468 11,11
€2 | 66520 | 2028 Terhességi hét | IMOM (ug/ml) | N
11 9,5 100
10000001 12 13,5 100
13 23,1 58
¢ 100000 1 A megadott referens tartomany csak
21 tajékoztatd adatnak tekintend, és nem
helyettesitheti a  készletet  felhasznald
10000 4 laboratoriumok sajat teriiletiikkre jellemz6
normalértékének megallapitasat.
Megjegyzések, tanacsok
1000 o1 ) 10 100 1) Figyelem, hibaforras! A bevont

PAPP-A koncentracié (ug/ml)

1. &bra
Tipikus standard gorbe
(Minta-meghatarozasra nem hasznalhaté!)

Mindségi jellemzok

Az assay jellemz6 paraméterei

Bmax/T
NSB/T

> 40%
< 0,1%

Erzékenység
Jelen készlettel az analitikai érzékenység a 0-

standarddal 15  parhuzamos  mérésbol
meghatarozva 0,0143 pg/ml. Ertéke egyenld a
0-standard BO+2*SD kotési értékéhez tartozo
koncentracidval.

Ismert mennyiség visszanyerése
("recovery")

Egyéni szérummintakhoz ismert mennyiségii
PAPP-A-t adva, a visszanyerés (recovery)
99,4 + 3,3 % (kozépérték + SD, n=20).

Higitasi teszt (linearity)

Egyedi szérummintak S1 standarddal végzett
sorozat-higitasakor a vart (x) és a mért (y)
koncentracioértékek kozott az alabbi linearis
Osszefliggés adodott:

Y =1,047x-0,08 R=009995 n=25

Nagy-dézisu Hook effektus

Az effektus 800 pg/ml alatt nem jelentkezik.
Barmely mintanak, amelynek koncentracioja
a 45-800 pg/ml tartomanyba esik ezzel a
készlettel mérve, a koncentracidjat tobb mint
45 pg/ml-nek fogjuk talalni.

kémcsovek nem tartalmaznak kiilon feliratot.
Kozonséges kémcsovekkel valod
Osszetévesztésik komoly mérési hibakhoz
vezethet! Ennek elkeriilésére a milanyag
dobozbol soha ne vegyiink ki tobbet a
sziikséges mennyiségnél, illetve a
felhasznalatlan kémcsoveket azonnal tegyiik
vissza eredeti tartodobozukba. Ha az
Osszekeverés veszélye a feldolgozas alatt is
fennall, célszeri a bevont csoveket mas
modon is megjeldlni (pl. tivegre ird tollal
“meggyliriizni”).

2) Figyelem, hibaforras! Kevertetésre csak
olyan kémcsétartd hasznalhatd, amelyben a
csovek  rogzitve  vannak.  "Lotyogds"
allvanyban a kémcsovek tartalma egyaltalan
nem, vagy egyenetleniil keveredik, annak
ellenére, hogy maga az allvany, és a kémcs6
mozgasban van. Egyenetlen, illetve tokéletlen
keverés teljesen hamis (fals alacsony!) mérési
eredményekhez vezethet!

3) A mosépuffer adagoliasa. A mosdpuffer
legcélszertibben hajlékony kivezetd csével
felszerelt diszpenzerbdl adagolhatd, amelyhez
legalabb 800  ml-es  folyadék-edény
csatlakozik. A hajlékony csOvéggel az
asztalon  fekvé  kémesGallvany — folott
végighaladva a mosopuffer hozzaadasa gyors
¢és hibamentes. Diszpenzer hianyaban kell6en
nagy térfogata fecskenddvel ellatott ismétld
pipetta hasznalhato.

Az assay korlatai

A megfelel6, validalt szoftver nélkiil, ezen
készlet nem alkalmas a triszomia 21
kockazatinak meghatarozasara!

Egyéb tudnivalok

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a kiilonb6z6
gyartasi szamu készletek egyes komponensei
nem helyettesithet6k sem egymassal, sem mas
gyarté PAPP-A készletének komponenseivel.

Biztonsagi 6vérendszabalyok

Radioaktivitas
A készlet radioaktiv anyagot tartalmaz. A
felhasznalé laboratériumok feleldssége, hogy

munkajuk soran ill. a védécsomagolas esetleges
sériilése esetén a radioaktiv anyagok tarolasara,
felhasznalasara, és kezelésére vonatkozo torvényi
szabalyozas és hatosagi eldirasok szerint jarjanak
el.

Fertozésveszély

A készletben 1év6 human szérumot tartalmazod
komponensek eldallitasahoz felhasznalt szérum
HIV-Ab és HBsAg vizsgalatra negativ eredményt
adott. Ennek ellenére a human szérumot tartalmazo
komponenseket potencidlisan fertézoként kell
kezelni, és az erre vonatkozo altalanos
laboratériumi higiénés szabalyokat be kell tartani.

Mérgez6 anyagok

A készlet egyes komponensei
tartositoszerként natrium-azidot tartalmaznak.
A készlet Gsszes natrium-azid tartalma 41 mg.
A natrium-azid nemcsak mérgezé anyag, de
beldle rézzel, vagy oOlommal érintkezve
robbanasveszélyes azidok is keletkezhetnek.
A mérgezés a laboratoriumi munkak altalanos
biztonsagi el6irasainak betartasaval keriilhetd
el. A nehézfém-azidok keletkezésének
megakadalyozasara a nem-radioaktiv hulladék
reagenseket nagy mennyiségli vizzel oblitve
juttassuk a csatornahaldzatba.

A standardok és az ellen6rz6 szérum
tartositasara Kathon CG-t alkalmazunk. A
készlet dsszes Kathon CG tartalma 3,2 mg. A
Kathon CG erdsen toxikus anyag. A mérgezés
a  laboratoriumi  munkdk  biztonsagi
el6irasainak betartasaval elkeriilhetd.
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